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Toll-like Rezeptoren (TLR) sind Mustererkennungsrezeptoren und dienen der Erkennung 
von pathogenen Mustern als Teil des angeborenen Immunsystems. Die Antwort des 
Immunsystems beinhaltet zum einen die Expression von zellulären antiviralen Proteinen 
(Restriktionsfaktoren) und zum anderen die Expression von proinflammatorischen 
Zytokinen. TLR7 und TLR8 sind in der Lage, einzelsträngige RNA zu erkennen. Dazu 
gehört auch das Genom von HIV-1, dem Erreger des erworbenen Immundefektsyndroms 
AIDS. Bislang war die Suche nach einem erfolgreichen Medikament, das die Infektion 
nicht nur eindämmen, sondern heilen kann, erfolglos. Ein wichtiges, bis jetzt teils 
untererforschtes Gebiet ist die Rolle der Toll-like Rezeptoren und Restriktionsfaktoren. 
TLR7 und TLR8 lassen sich durch den Agonisten Resiquimod (R848) aktivieren. Die 
Aktivierung von TLR7/8 induziert bei der Verwendung von VSVg-pseudotypisierten 
Reporterviren in infizierten Monozyten eine HIV-1 Restriktion. Hofmann et al. [1] sind 
durch ihre Ergebnisse zu dem Schluss gekommen, dass durch die Aktivierung von 
TLR7/8 womöglich ein neuartiger Restriktionsfaktor exprimiert wird. SAMHD1 ist ein 
bereits bekannter Restriktionsfaktor, der in der Zelle vorliegt und in der Lage ist, den 
dNTP-Pool zu senken und die Replikation des HI-Virus Typ 1 zu inhibieren. Das 
akzessorische Protein vpx kann diesem antiviralen Effekt entgegenwirken. In dieser Arbeit 
wurde ein HIV-1 Reportervirus verwendet, das in der Lage ist, vpx zu verpacken. Das 
verwendete Reportervirus ist zudem mit dem Hüllmembran-Glykoprotein eines transmitted 
founder HI-Virus (TFenv) pseudotypisiert. Eine Infektion mit dem Reportervirus entspricht 
demnach einer in vivo HIV-1 Infektion. In den Experimenten konnten Monozyten 
erfolgreich mit dem Reportervirus infiziert werden. Die Aktivierung von TLR7 und TLR8 
durch TLR7/8-spezifische Agonisten führte in infizierten Monozyten unabhängig von 
SAMHD1 oder eines bisher bekannten Restriktionsfaktors zu einer Restriktion. Die 
verwendeten TLR-Agonisten zeigten jedoch Unterschiede in ihrer Wirkungsweise: Die 
Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Aktivierung von Toll-like Rezeptor 8 
ausschlaggebend für die HIV-1 Restriktion ist. Bislang sind weder der Reaktions-
mechanismus noch die genaue Wirkung bekannt. Neben primären Zellen wurden zudem 
monozytäre Zelllinien getestet. Bisher hat die Aktivierung von TLR7 und TLR8 jedoch 
keinen Einfluss auf eine HIV-1 Infektion gezeigt. 
Bis zur vollständigen Aufklärung sind weitere Untersuchungen nötig. Nur durch ein 
weitreichendes Verständnis des gesamten Replikationszyklus und den damit 
verbundenen Inhibierungen kann in Zukunft eine potente und wirksame Heilung einer 





Toll-like receptors (TLR) are pattern recognition receptors (PRRs). As part of the innate 
immune system, they can sense pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). In 
respond to a pathogen, the expression of cellular antiviral proteins (restriction factors) and 
proinflammatory cytokines is triggered. TLR7 and TLR8 recognize single stranded RNA. 
This also includes the genome of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1), the main 
pathogen of acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). So far, there is no drug which 
can not only halt, but cure an infection. Toll-like receptors and restriction factors are 
important as part of future research. 
Resiquimod (R848) activates TLR7 and TLR8 in vitro and therefore causes a restriction in 
HIV-1 infected monocytes with a VSVg pseudo typed reporter virus. Hofmann et al [1] 
concluded that the activation of TLR7/8 leads to the expression of a novel restriction factor. 
SAMHD1 is an already well-known restriction factor which depletes the dNTP pool in non-
dividing cells and brings a halt to a HIV-1 infection. The accessory protein vpx is capable 
of reversing the restriction which is caused by SAMHD1. A HIV-1 reporter virus which can 
package vpx was used to successfully infect monocytes. Instead of VSVg, the reporter 
virus is pseudo typed with the envelope of a transmitted founder HI-virus (TFenv). 
Therefore, an infection with the described reporter virus is equivalent to an in vivo HIV-1 
infection. The activation of TLR7/8 by different TLR agonists led to a restriction in infected 
monocytes, independent of SAMHD1 or any other known restriction factor. Nevertheless, 
the applied TLR-agonists showed differences in their impact: The results suggest that the 
activation of toll-like receptor 8 is decisive for the restriction. However, neither the 
mechanism of this restriction nor its precise effect are characterized. In addition to primary 
cells, monocyte derived cell lines have been tested: So far, the activation of TLR7 and 
TLR8 showed no influence on the HIV-1 infection. 
Further experiments are necessary to fully disclose the replication cycle of HIV-1 with all 
its possible inhibitions. This is the only way to find a throughout and potent cure for HIV-1 






AIDS Acquired immunodeficiency syndrome 
APOBEC3 Apolipoprotein B editing complex 3 
APS Ammoniumpersulfat 
CD Cluster of differentiation 




FD Fast Digest 
FKS Fetales Kälberserum 
gag gruppenspezifisches Antigen 
GFP Grün fluoreszierendes Protein 
HBS HEPES buffered saline 
HD Histidine-Aspartic 
HEK 293T Human embryonic kidney; T = Tumor-Antigen 
HEPES 2‐(4‐(2‐Hydroxyethyl)‐1‐piperazinyl)‐ethansulfonsäure 
His Polyhistidin 
HIV Human immunodeficiency virus 
IFN Interferon 
LB Lysogeny Broth 
LTR Long terminal repeats 
Luc Luciferase 
mac Rhesusmakak 
nef Negative factor 





PAMP Pathogen-associated molecular pattern 
PBMC Peripheral blood mononuclear cell 
PBS Phosphate buffer saline 
PHS Pooled human serum 
PI Protease inhibitor 
PIC Pre-integration complex 
PLB Passive lysis buffer 
pol Polymerase 
PRR Pattern recognition receptor 
R837 Imiquimod 
R848 Resiquimod 




RLU Relative light units 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
RT Reverse Transkriptase 
SAM Sterile alpha motif 
SAMHD1 SAM domain and HD domain-containing protein 1 
SDS‐PAGE Natriumdodecylsulfat Polyacrylamidgelelektrophorese 
SIV Simian immunodeficiency virus 
SOB Super optimal broth 
SOC SOB + 20 mM Glucose 
TAE Tris-Acetat-EDTA 
tat Trans-activator of transcription 
TE Tris-EDTA 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
TF Transmitted founder 
TLR Toll-like Rezeptor 
TNE Tris-NaCl-EDTA 
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
UZ Ultrazentrifugation, Ultrazentrifuge 
vif Viral infectivity factor 
vpr Viral protein rapid 
vpu Viral protein out 
vpx Viral protein x 
VSVg Vesicular stomatitis virus glykoprotein 
 
 




1.1 Das humane Immunschwächevirus 
1981 wurde zunehmend eine unbekannte Immundefizienz diagnostiziert, die sich durch 
schwerwiegende opportunistische Infektionen äußerte. Ein Jahr später wurde die 
weiterhin unbekannte Immunschwäche als acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) 
beschrieben [2-5]. 1983 wurde erstmals ein Retrovirus aus der Probe eines an AIDS 
erkrankten Patienten isoliert [6], welches ein Jahr später als Erreger der Krankheit 
identifiziert werden konnte [7]. Zwei weitere Jahre vergingen, bis das Retrovirus den 
Namen human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) erhielt. [8]. Zeitgleich wurde in 
Westafrika ein weiterer Erreger des Immunschwächesyndroms entdeckt: HIV-2 [9]. 
HIV-1 ist in vier Gruppen (M, N, O, P) unterteilt und stammt von dem simianen 
Immundefizienzvirus (SIV) ab [10, 11]. 
Laut Schätzungen lebten 2015 weltweit 36,7 Mio. Menschen mit einer HIV-Infektion. Die 
Zahl der Todesfälle belief sich auf 1,1 Mio. [12]. Derzeit infizieren sich weltweit 2,1 Mio. 
Menschen jährlich mit HIV, davon 3200 deutschlandweit (Jahr: 2015) [12, 13]. Die 
Infektion kann durch eine antiretrovirale Therapie zwar eingedämmt werden, bis zum 
heutigen Zeitpunkt ist sie jedoch unheilbar. 
 
1.1.1 Morphologie und Genomaufbau 
HIV-1-Partikel (Abbildung 1) sind von einer Lipidmembran zellulären Ursprungs umgeben 
(Hüllmembran), auf der sich extern das Glykoprotein 120 (gp120) und transmembran das 
Glykoprotein 41 (gp41) befinden. Das Matrixprotein (p17) ist an die Innenseite der 
Hüllmembran gekoppelt und verleiht dem Partikel seine Struktur. Im Inneren befindet sich 
das RNA-Genom, das aus zwei einzelsträngigen Kopien (ssRNA) besteht, von einem 
Capsid umhüllt ist und zusammen mit Nucleocapsidproteinen als Komplex vorliegt. 
Capsid und Hüllmembran werden durch das Link-Protein (p6) miteinander verbunden. 
Des Weiteren befinden sich reverse Transkriptase, Protease und Integrase im Inneren 






Abbildung 1: Schematische Darstellung eines HIV-1 Partikels 
Die Hüllmembran (mit gp120 und gp41) ist auf der Innenseite mit Matrixproteinen (p17) 
ausgekleidet. Das Capsid besteht aus Capsidproteinen (p24). Im Inneren befinden sich Link-
Proteine (p6), Lateralkörperchen, Integrase, reverse Transkriptase bzw. Ribonuclease H und 
Protease. Das RNA-Genom (ssRNA) bildet mit Nucleocapsidproteinen (p7) einen Komplex. 
Abbildung aus [14]. 
 
HIV-1 codiert, wie alle infektiösen Retroviren, für gag (gruppenspezifische Antigene), pol 
(Polymerase) und env (Envelope), die von long terminal repeats (LTR) flankiert werden. 
Das Genom ist in Abbildung 2 dargestellt. Es ist ca. 9,7 kBp groß [16] und enthält neben 
den Strukturgenen zusätzlich Gene für regulatorische Proteine (tat und rev) und Gene für 
akzessorische Proteine (vif, vpr, vpu, nef). Das gag-Gen codiert für die Capsid-, 
Nucleocapsid-, Matrix- und Link-Proteine, die in unreifen Viruspartikeln zunächst als ein 
Polyprotein von 55 kDa vorliegen und bei der späteren Reifung gespalten werden. Das 
pol-Gen enthält die genetischen Informationen für die Enzyme Integrase, reverse 
Transkriptase und Protease. Das env-Gen codiert für die externen und transmembranen 
Glycoproteine, die sich auf der äußeren Hüllmembran befinden. Gemeinsam bilden sie 
zunächst Polyproteine, die anschließend in gp120- und gp41-Proteine gespalten werden. 
Die regulatorischen Proteine sorgen dafür, dass die provirale DNA transkribiert und aus 
dem Nucleus ins Cytoplasma befördert wird. Das vif (viral infectivity factor)-, vpr (viral 
protein rapid)-, vpu (viral protein out)- und nef (negative factor)-Protein beeinflussen durch 
unterschiedliche Funktionen die virale Infektiosität, indem sie die Replikation schneller 



















Abbildung 2: HIV-1 Genom 
Das Genom von HIV-1 codiert für Strukturproteine (gag, pol, env), regulatorische Proteine (tat, rev) 
und akzessorische Proteine (vif, vpr, vpu, nef) und wird von zwei LTRs flankiert. Modifiziert nach 
[14]. 
 
Das SIVmac bzw. HIV-2 Genom (Abbildung 3) und das HIV-1 Genom unterscheiden sich in 
einem akzessorischen Protein: Anstelle des Gens, das für vpu codiert, enthält das SIVmac 
Genom vpx (viral protein x), welches ebenfalls an der Verstärkung der Infektiosität des 
Virus beteiligt ist [18]. 
 
 
Abbildung 3: SIVmac/HIV-2 Genom 
Das SIVmac bzw. HIV-2 Genom codiert anstelle von vpu für vpx. Strukturproteine, regulatorische 
Proteine und die restlichen akzessorischen Proteine stimmen mit dem Genom von HIV-1 überein. 
Dargestellt nach [19]. 
 
1.1.2 Replikationszyklus 
Abbildung 4 stellt den Ablauf des Replikationszyklus von HIV-1 im Einzelnen dar. 
Zunächst bindet das gp120-Protein, das sich auf der Hüllmembran des viralen Partikels 
befindet, an den CD4-Rezeptor und anschließend an den CCR5- oder CXCR4-Corezeptor 
der Zielzelle. Durch diese Wechselwirkung kommt es zu einer Fusion, sodass das Capsid 
mit dem darin enthaltenen Genom in die Zielzelle eindringen kann. Die einzelsträngige 
RNA wird durch die reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Vor der Integration in 
das Genom der Zielzelle bildet sich ein Komplex aus der umgeschriebenen RNA, viralen 
Proteinen und Proteinen des Wirts. Das so entstehende Provirus wird bei Aktivierung der 




























synthetisierten viralen Proteine und virale RNA fügen sich anschließend zu unreifen 
Partikeln an der Zellmembran zusammen, bevor sie durch Knospung freigesetzt werden. 
Nach der proteolytischen Spaltung der Proteine und der Ausbildung des Capsids 
entstehen reife Viruspartikel, die in der Lage sind, weitere Zellen zu infizieren [20-22]. 
 
 
Abbildung 4: Replikationszyklus von HIV-1 
Der Replikationszyklus von HIV-1 setzt sich aus den nachfolgenden Schritten zusammen: 
Anheftung an die Zielzellmembran und Eindringen in die Zelle, Verlust des Capsids, reverse 
Transkription, Integration in die Wirts-DNA, Transkription und RNA-Export, Translation, 
Zusammenschluss von viralen Proteinen und RNA-Genom zu unreifen Viruspartikeln, Knospung, 
Freisetzung und anschließende Reifung des HIV-1 Partikels. Modifiziert nach [23]. 
 
1.2 Toll-like Rezeptoren 
Neben der adaptiven Immunantwort spielt das angeborene Immunsystem bei der 
Erkennung und Eliminierung von Krankheitserregern eine wichtige Rolle. Toll-like 
Rezeptoren sind Mustererkennungsrezeptoren (PRRs, pattern recognition receptors) des 
angeborenen Immunsystems. Sie sind in der Lage, molekulare Muster von Pathogenen 
(PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) zu erkennen [24]. Mögliche PAMPs 
können Lipide, Kohlenhydrate, Nucleinsäuren oder Proteine sein, die als Ligand an einen 
Rezeptor binden und ihn so aktivieren. Die Erkennung löst eine Reihe von 
Signalkaskaden aus, die zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und der 
Expression von antiviralen Proteinen führt [25, 26]. TLR sind entweder auf der 
Plasmamembran (TLR1, 2, 4-6) oder der Endosomenmembran (TLR3, 7-9) lokalisiert. Sie 






















auch auf T- und B-Zellen [27]. Monozyten zirkulieren nur wenige Tage im Blutkreislauf, 
bevor sie ins Gewebe wandern und zu Makrophagen ausdifferenzieren. Wird im Körper 
eine Infektion registriert, die eine Abwehr erfordert, wandern Monozyten vermehrt zu dem 
Infektionsherd. Dort eliminieren sie als Makrophagen Pathogene durch Phagozytose und 
senden außerdem Signale an das adaptive Immunsystem [28]. 
In dieser Arbeit wurden ausschließlich TLR7 und TLR8 untersucht. Beide Rezeptoren 
erkennen virale einzelsträngige RNA [29, 30]. Bei einer Immunreaktion werden antivirale 
Proteine, sogenannte Restriktionsfaktoren (siehe 1.3), in der Wirtszelle exprimiert, die in 
der Lage sind, einer Infektion entgegen zu wirken. Die Aktivierung der Rezeptoren löst 
zudem eine Signalkaskade aus, die in der Expression von proinflammatorischen 
Zytokinen und der Ausschüttung von Interferon resultiert (Abbildung 5). Die Aktivierung 
der Rezeptoren kann in vitro durch entsprechende Agonisten ausgelöst werden. TLR7 
lässt sich unter anderem durch das Imidazoquinolin Imiquimod (R837) und TLR8 durch 
das Benzodiazepin TL8-506 aktivieren. Durch das Imidazoquinolin Resiquimod (R848) 
lassen sich beide Rezeptoren gleichzeitig stimulieren [31-33]. Entsprechende 
Antagonisten sind in der Lage, die Rezeptoren zu inhibieren. Das Oligodeoxynucleotid 






Abbildung 5: Aktivierung von TLR7/8 durch HIV-1 
Vereinfachte Darstellung der Immunreaktion auf das Eindringen eines HI-Virus Typ 1. TLR7/8 
erkennen das virale RNA-Genom. Durch die Aktivierung der Rezeptoren kommt es durch 
Signalkaskaden zur Interferon-Ausschüttung und der Expression von Restriktionsfaktoren und 
proinflammatorischen Zytokinen. (Eigene Darstellung) 
 
1.3 Restriktionsfaktoren 
Restriktionsfaktoren sind Proteine, die eine antivirale Wirkung besitzen. Neben der 
Aktivierung von bestimmten Toll-like Rezeptoren wird ihre Expression durch Interferon 
induziert. Die Antagonisten zu den zellulären Restriktionsfaktoren sind virale 
akzessorische Proteine (siehe 1.1.1). Abbildung 6 zeigt eine Auswahl einiger 
Restriktionsfaktoren, die bereits bekannt sind. Soliman et al. [36] stellen in einer Übersicht 
weitere Restriktionsfaktoren dar. 
Sobald eine Zelle infiziert ist, d.h. dass das virale Genom bereits im Wirtsgenom integriert 
ist, sind Tetherin und APOBEC3 (apolipoprotein B editing complex 3) dafür verantwortlich, 
die Vermehrung des Virus zu verhindern. Der antivirale Effekt von APOBEC3 zeigt sich 
erst, wenn es zusammen mit den viralen Proteinen und dem Genom in Viruspartikel 
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Restriktionsfaktor sorgt für eine Desaminierung und damit zu auftretenden 
Cytosin → Uracil-Mutationen, die zum Abbau des entstehenden proviralen Komplexes 
führen. Demnach kann die transkribierte DNA nicht mehr in die Wirts-DNA eingebaut 
werden. Diesem antiviralen Effekt wirkt das akzessorische Protein vif entgegen. Vif bindet 
an APOBEC3 und verhindert so dessen Verpackung in Viruspartikel [37]. Tetherin 
verhindert die Freisetzung der Viruspartikel, sodass diese an der Zellmembran haften 
bleiben und sich nicht zu reifen Viren entwickeln können. Der virale Antagonist zu diesem 
Restriktionsfaktor ist das Protein vpu, welches Tetherin degradieren kann [38]. 
Vor der eigentlichen Infektion von sich nicht teilenden Zellen ist SAMHD1 (sterile alpha 
motif histidine-aspartate-domain-containing protein 1) hauptsächlich für eine Restriktion 
verantwortlich, indem es die reverse Transkription und den Einbau des viralen Genoms 
erst gar nicht ermöglicht. SAMHD1 ist eine Triphosphohydrolase, die nur in sich nicht 
teilenden Zellen aktiv ist und den dNTP-Pool in der Zelle kontrolliert. Die antivirale 
Wirkung zeigt sich in dem Absenken des dNTP-Pools, sodass die einzelsträngige RNA 
des HI-Virus Typ 1 nicht transkribiert werden kann [39]. Der Restriktionsfaktor liegt unter 
anderem in Monozyten vor, seine Expression wird jedoch auch durch Interferon induziert 
[36]. Das akzessorische Protein vpx von SIVmac bzw. HIV-2 ist in der Lage, diesen 
Restriktionsfaktor zu degradieren und die antivirale Wirkung zu inaktivieren [40, 41]. Diese 
Information wurde genutzt, um ein HI-Virus Typ 1 zu generieren, das in der Lage ist, vpx 
von SIVmac zu verpacken und somit SAMHD1 zu eliminieren [42]. 
Hofmann et al. [1] aktivierten in ihren Experimenten TLR7/8 in Monozyten durch den 
Agonisten Resiquimod (R848) und infizierten diese dann mit HIV-1, welches vpx 
verpacken konnte. Die Ergebnisse zeigten eine erfolgreiche Restriktion der Infektion, die 
nach dem Eintritt des Virus in die Zielzelle und vor der reversen Transkription erfolgte. 
Aus Abbildung 6 geht hervor, dass an dieser Stelle des Replikationszyklus zwei 
Restriktionsfaktoren aktiv sind: SAMHD1 und APOBEC3. Da SAMHD1 durch vpx 
eliminiert wurde, konnte dieser Restriktionsfaktor nicht für die Inhibierung der Replikation 
verantwortlich gemacht werden. APOBEC3 wurde durch eine fehlende Expression in den 






Abbildung 6: Restriktionsfaktoren 
Antiviral wirkende Proteine (Restriktionsfaktoren) sind in der Lage, den HIV-Replikationszyklus an 
verschiedenen Stellen zu inhibieren. Akzessorische Proteine wie vpu, vif und vpx wirken dem 
entgegen. Abbildung aus [43]. 
 
Die Ergebnisse führten zu der Annahme, dass ein neuartiger Restriktionsfaktor, der 
bislang nicht identifiziert wurde, für die Auslösung der Restriktion verantwortlich ist. Es 
konnte zudem gezeigt werden, dass die Restriktion mit dem Verlust viraler RNA assoziiert 
ist (Abbildung 7). 
 
 
Abbildung 7: Aktivierung von TLR7/8 resultiert in Destabilisierung des HIV-1 Genoms 
Die Aktivierung von TLR7/8 induziert womöglich einen neuartigen Restriktionsfaktor, der in der 























Bislang konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von TLR7 und TLR8 durch 
Resiquimod (R848) in infizierten Monozyten eine HIV-1 Restriktion hervorruft. Diese 
Restriktion erfolgt interferonunabhängig und wird sehr wahrscheinlich durch einen 
neuartigen Restriktionsfaktor ausgelöst, der in der Lage ist, das virale RNA-Genom zu 
degradieren. 
Ziel der Arbeit ist es, die durch Aktivierung von TLR7/8 induzierte Restriktion weiter zu 
untersuchen. Die Verwendung von TLR-Agonisten und TLR-Antagonisten soll Aufschluss 
darüber geben, ob die Restriktion in infizierten Monozyten durch TLR7, TLR8 oder 
gleichermaßen durch beide Toll-like Rezeptoren ausgelöst wird. Neben R848 sollen zwei 
weitere TLR-Agonisten getestet werden: R837 (Aktivierung von TLR7) und TL8-506 
(Aktivierung von TLR8). Zur weiteren Untersuchung dienen die TLR-Antagonisten 
ODN 2087 (Inhibierung von TLR7/8) und ODN 20958 (Inhibierung von TLR7). Aus 
anonymen Blutspenden isolierte Monozyten sollen mit den TLR-Agonisten und TLR-
Antagonisten behandelt und anschließend infiziert werden. 
Die Pseudotypisierung mit VSVg (vesicular stomatitis virus glykoprotein) zur Herstellung 
von Reporterviren ist ein gängiges Verfahren und wurde in den bisherigen Experimenten 
zur Virusproduktion genutzt, da das Reportervirus unabhängig von den HIV-spezifischen 
Rezeptoren in eine Vielzahl von Zellen eindringen kann. Dies entspricht jedoch nicht der 
in vivo Situation, in der HIV-1 durch eine Bindung des Glykoproteins 120 mit dem CD4-
Rezeptor und CCR5- bzw. CXCR4-Corezeptor in Zellen eindringt.  
Aus diesem Grund soll die Infektion von Monozyten in dieser Arbeit mit einem 
Reportervirus erfolgen, das mit dem Hüllprotein des HI-Virus Typ 1 einer Erstinfektion 
(transmitted founder) pseudotypisiert ist (TFenv). 
Zudem soll geprüft werden, ob monozytäre Zellinien eine Alternative zu den bisher 






Eine Auflistung der Geräte und Materialien ist Tabelle 1 zu entnehmen. 
 
Tabelle 1: Geräte und Materialien 
Gerät Modell Hersteller 
Absaugsystem Vacusafe comfort Integra, Schweiz 
Analysewaage PR803 Sartorius, Deutschland 
Elektrophoresekammer Mini-Sub Cell GT Bio-Rad, USA 
Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad, USA 
Filterpapier Extra thick blot paper Bio-Rad, USA 
Geldokumentation Quantum 1000 Peqlab, Deutschland 
Hämozytometer Z359629 Sigma-Aldrich, USA 
Inkubator HeraCell 240 Thermo Scientific, USA 
Membrandokumentation Odyssey LI-COR, USA 
Mikroplattenluminometer Centro LB 960 Berthold, Deutschland 
Mikroskop Eclipse TS100 Nikon, Japan 
Mikrozentrifuge Galaxy Mini VWR, USA 
Mikrozentrifuge 5415R Eppendorf, Deutschland 
Mikrozentrifuge 5424 Eppendorf, Deutschland 
Nitrocellulose-Membran 0,45 µm Bio-Rad, USA 
Pipettierhilfe Pipet Boy 2 Integra, Schweiz 
PowerPac Basic  Bio-Rad, USA 
PowerPac HC  Bio-Rad, USA 
Rotor (UZ) SW 32 Ti Beckman Coulter, USA 
Schüttelinkubator Innova 4200 New Brunswick Scientific, 
USA 
Schüttler 3016 GFL, Deutschland 
Spektrophotometer NanoDrop 1000 Thermo Scientific, USA 
Sterilwerkbank Safe 2020 Thermo Scientific, USA 
Thermomixer 5436 Eppendorf, Deutschland 
Tischkühlzentrifuge 4K15 Sigma, Deutschland 
Tischkühlzentrifuge Biofuge Primo R Thermo Scientific, USA 




Trans-Blot SD transfer cell  Bio-Rad, USA 
Ultrazentrifuge Optima L-100K Beckman Coulter, USA 
Vortex-Schüttler 444-1372 VWR, USA 
Wasserbad 3043 Köttermann, Deutschland 
Zentrifuge 5804R Eppendorf, Deutschland 
 
2.2 Software 
Tabelle 2 zeigt eine Übersicht der verwendeten Software. 
 
Tabelle 2: Software 
Software Version Hersteller 
CMU FireCam V 2.03 PHASE, Deutschland 
Image Studio V5.2.5 LI-COR, USA 
Microsoft Office 2016 Microsoft, USA 
MikroWin2010 5.15 Mikrotek Laborsysteme, Deutschland 
ND1000 V3.8.1 Thermo Scientific, USA 
 
2.3 Puffer 
In Tabelle 3 sind alle Puffer und deren Zusammensetzung bzw. Herstellerangaben 
aufgelistet. 
 
Tabelle 3: Puffer 
Puffer Zusammensetzung/Hersteller 
10x Buffer Tango Thermo Scientific, USA 
10x FastDigest Green Buffer Thermo Scientific, USA 
10x Laufpuffer 0,25 M Tris + 1,9 M Glycin + 1 % SDS 
10x PBS Robert Koch-Institut, Deutschland 
10x Transferpuffer 250 mM Tris + 1,9 M Glycin 
1x PBS Robert Koch-Institut, Deutschland 
2x HBS 280 mM NaCl + 50 mM HEPES + 1,5 mM Na2HPO4 
50x TAE Carl Roth, Deutschland 
5x PLB Promega, USA 
6x Ladepuffer Bromphenolblau + Glycerin + DTT (1:20) 




HEPES Biochrom, Deutschland 
Lysepuffer NP40 (0,5 %) + EDTA (2 mM) + HEPES (50 mM) + KCl 
(150 mM) + PI (1 Tablette/25 ml) 
Sammelgel-Puffer 0,5 M Tris-HCl, pH=6,8, Bio-Rad, USA 
TE-Puffer QIAGEN, Deutschland 
TNE-Puffer 10 mM Tris + 100 mM NaCl + 1 mM EDTA 
Trenngel-Puffer 1,5 M Tris-HCl, pH=8,8, Bio-Rad, USA 
Waschpuffer 4,5 l ddH2O + 0,5 l 10x PBS + 0,05 l Tween 20 
 
2.4 Lösungen 
Eine Übersicht der verwendeten Lösungen ist in Tabelle 4 dargestellt. 
 
Tabelle 4: Lösungen 
Lösung Hersteller 
FKS Biochrom, Deutschland 
Histopaque Sigma-Aldrich, USA 
L-Glutamin  Biochrom, Deutschland 
PHS Sigma-Aldrich, USA 
Trypanblau Sigma-Aldrich, USA 
Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %) Biochrom, Deutschland 
 
2.5 Chemikalien 
Alle verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 5 aufgelistet. 
 
Tabelle 5: Chemikalien 
Substanz Hersteller 
Acrylamid Carl Roth, Deutschland 
Agarose Peglab, Deutschland 
APS Carl Roth, Deutschland 
Calciumchlorid Carl Roth, Deutschland 
DTT Carl Roth, Deutschland 
EDTA Sigma-Aldrich, USA 
Ethanol Carl Roth, Deutschland 




Glycerin Carl Roth, Deutschland 
Imiquimod InvivoGen, USA 
Isopropanol Carl Roth, Deutschland 
Milchpulver, fettarm Carl Roth, Deutschland 
Nevirapin Sigma-Aldrich, USA 
ODN 2087 Miltenyi Biotec, Deutschland 
ODN 20958 Miltenyi Biotec, Deutschland 
Protease-Inhibitor (Tabletten) Roche, Schweiz 
Resiquimod InvivoGen, USA 
SDS (10 %) Sigma-Aldrich, USA 
TEMED Carl Roth, Deutschland 
TL8-506 InvivoGen, USA 
Tween 20 Carl Roth, Deutschland 
 
2.6 Restriktionsenzyme 
Tabelle 6 enthält eine Liste der eingesetzten Restriktionsenzyme. 
 
Tabelle 6: Restriktionsenzyme 
Enzym Hersteller 
BcuI (SpeI) Thermo Scientific, USA 
FastDigest ApaI Thermo Scientific, USA 
FastDigest BamHI Thermo Scientific, USA 
FastDigest BshTI (Agel) Thermo Scientific, USA 
FastDigest Hind lll Thermo Scientific, USA 
FastDigest XhoI Thermo Scientific, USA 
 
2.7 Antibiotika 
Die verwendeten Antibiotika sind in Tabelle 7 aufgelistet. 
 
Tabelle 7: Antibiotika 
Antibiotikum Hersteller 
Ampicillin Carl Roth, Deutschland 






Die eingesetzten Kits sind Tabelle 8 zu entnehmen. 
 
Tabelle 8: Kits 
Kit Hersteller 
Luciferase-Assay Promega, USA 
QIAGEN Plasmid Maxi Kit QIAGEN, Deutschland 
One Shot™ Stbl3™ Chemically Competent 
E. coli 
Thermo Scientific, USA 
 
 
2.9 Plasmide und Reporterviren 
Eine Übersicht der Plasmide und Reporterviren ist in Tabelle 9 aufgeführt. 
 
Tabelle 9: Plasmide und Reporterviren 
Plasmid/Reportervirus Beschreibung/Bezugsquelle 
pcDNA6 Leerer Vektor 
pNL.luc.chp6.e-r - NL 4-3 HIV-1 Provirus Luciferase-Reporter; 
Mutation in env-/vpr-Gen; p6-Domäne des 
gag-Gens von SIVmac (AS: 17-26) 
pTF20env Hüllprotein von transmitted founder HIV-1 
pcVpx.mycHis Expressionsplasmid vpx von SIVmac 239 
mit mycHis-Tag 
pNL.luc3.SIVp6.e-r - + pcDNA + pVSVg Dr. Henning Hofmann 
pNL.luc3.SIVp6.e-r - + pcVpx.mycHis 
+ pVSVg 
Dr. Henning Hofmann 
 
2.10 Größenstandards 
Eine Auflistung der verwendeten Größenstandards ist Tabelle 10 zu entnehmen. 
 
Tabelle 10: Größenstandards 
Marker Hersteller 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific, USA 









Tabelle 11: Zelllinien 
Zelllinie Organismus Ursprung 
C8166 Mensch T-Zell-Leukämie 
GHOST Mensch Osteosarkom 
HEK 293T Mensch Niere 
THP-1 Mensch Akute monozytäre Leukämie 
U937 Mensch Histiozytäres Lymphom 
 
2.11.2 Primärzellen 
Tabelle 12: Primärzellen 
Zellen Ursprung 
Primäre humane Monozyten Anonyme Blutspenden des DRK 
 
2.12 Wachstumsmedien 
Die für die Kultivierung verwendeten Wachstumsmedien und deren jeweilige Zusätze sind 
in Tabelle 13 aufgelistet. 
 
Tabelle 13: Wachstumsmedien 
Medium Zusätze 
DMEM + FKS (10 %) 
+ L-Glutamin (1 %) 
+ Penicillin/Streptomycin-Lösung (1 %) 
LB-Medium + Ampicillin (50 µg/ml) 
Monozyten-Medium    RPMI-1640 
+ HEPES (1 %) 
+ PHS (5 %) 




RPMI-1640 + FKS (10 %) 
+ L-Glutamin (1 %) 
+ Penicillin/Streptomycin-Lösung (1 %) 
 
2.13 Antikörper 
Tabellen 14 und 15 enthalten eine Übersicht der eingesetzten Antikörper. 
 
2.13.1 Primäre Antikörper 
Tabelle 14: Primäre Antikörper 
Antigen Organismus Hersteller 
myc Maus Sigma-Aldrich, USA 
p24 Maus Sanders-Beer et al. [44] 
Tubulin Maus Sigma-Aldrich, USA 
 
2.13.2 Sekundäre Antikörper 
Tabelle 15: Sekundäre Antikörper 
Antikörper Hersteller 
Donkey anti-Mouse IRDye 680LT V1&2 LI-COR, USA 
 
2.14 Toll-like Rezeptor-Agonisten 
Verwendete TLR-Agonisten sind Tabelle 16 zu entnehmen. 
 
Tabelle 16: TLR-Agonisten 
Agonist Aktivierung von Hersteller 
R848 TLR7/8 InvivoGen, USA 
R837 TLR7 InvivoGen, USA 






2.15 Toll-like Rezeptor-Antagonisten 
Eine Übersicht der TLR-Antagonisten ist in Tabelle 17 dargestellt. 
 
Tabelle 17: TLR-Antagonisten 
Antagonist Inhibierung von Hersteller 
ODN 2087 TLR7/8 Miltenyi Biotec, Deutschland 







3.1.1 Transformation von E. coli 
Die Transformation von chemisch kompetenten E. coli-Zellen diente der Übertragung und 
Amplifizierung von Plasmid-DNA. Die chemisch kompetenten Zellen wurden zunächst auf 
Eis aufgetaut und dann mit 1-5 µl DNA versetzt. Die Suspension wurde 30 min auf Eis 
inkubiert, im Anschluss für 45 s im Wasserbad (3043, Köttermann) bei 42°C erwärmt und 
dann für 2 min auf Eis inkubiert. Jedem Ansatz wurden 250 µl vorgewärmtes SOC-
Medium zugefügt und anschließend wurde für 1 h bei 225 rpm und 37°C geschüttelt. 25-
100 µl der Suspension wurden auf Ampicillin-Agar-Platten ausplattiert. Die Platten wurden 
über Nacht bei 37°C verkehrt herum inkubiert. Durch die Selektion konnten die Plasmid-
tragenden Klone am darauffolgenden Tag zur Plasmidpräparation genutzt werden. 
 
3.1.2 Plasmidpräparation 
Zur Präparation von Plasmid-DNA wurde das QIAGEN Plasmid Maxi Kit verwendet. Die 
Arbeitsschritte wurden nach den Vorgaben des Herstellers durchgeführt. Das gereinigte 
DNA-Pellet wurde in 200 µl TE-Puffer eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C 
gelagert. 
 
3.1.3 Bestimmung der DNA-Konzentration 
Die DNA-Konzentration wurde mit einem Spektrophotometer (NanoDrop 1000, Thermo 
Scientific) bestimmt. Die automatische Messung der DNA erfolgte bei 260 nm. Durch die 
Messung bei 280 nm (Proteine) und 230 nm (Alkohole) wurde die Reinheit der Probe 
geprüft. Bei der Messung wurde TE-Puffer als Referenz genutzt. 
 
3.1.4 Restriktionsverdau 
Nach der Plasmidpräparation (siehe 3.1.2) wurde ein Kontrollverdau durchgeführt. Hierbei 
wurde die Plasmid-DNA durch Restriktionsenzyme gespalten. Die verschiedenen Ansätze 
(Beispiel: Tabelle 18) wurden zusammengeführt und für 20 min bei 37°C inkubiert 




Reaktionsansätze kann anhand der erhaltenen DNA-Fragmente eine Charakterisierung 
durchgeführt werden (siehe 3.1.5). 
 
Tabelle 18: Beispielhafter Ansatz für einen Restriktionsverdau 
Komponente Volumen/Menge 
10x FD Green Buffer 2 µl 
Plasmid-DNA 1 µg 
Enzym 1 1 µl 
Enzym 2 1 µl 
Enzym 3 1 µl 
ddH2O auf 20 µl auffüllen 
 
3.1.5 Agarose-Gelelektrophorese 
Bei der Agarose-Gelelektrophorese handelt es sich um ein analytisches Trennverfahren, 
mit dem DNA-Fragmente durch das Anlegen einer elektrischen Spannung der Größe 
nach aufgetrennt werden. Um ein 1 % (w/v) Agarosegel herzustellen, wurde 1 g Agarose 
in 100 ml 1x TAE-Puffer aufgekocht. Das Gel wurde mit 3 µl Ethidiumbromid (DNA-
bindender Farbstoff) versetzt und bis zur Aushärtung in eine Gelelektrophorese-Kammer 
gegossen. Anschließend wurden die Ansätze des Restriktionsverdaus zusammen mit 
einem DNA-Größenstandard (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific) in die 
Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgte in 1x TAE-Puffer bei 80-100 V für ca. 
30 min (Mini-Sub Cell GT/PowerPac Basic, Bio-Rad). Nach Anfertigung eines Fotos 
(Quantum 1000, Peqlab) erfolgte die Auswertung anhand des verwendeten 





Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden in 75 cm2 - 150 cm2 großen 
Zellkulturflaschen bei 37°C, 5 % CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit (bis 95 %) in 
einem Inkubator (HeraCell 240, Thermo Scientific) kultiviert. Alle Arbeiten wurden unter 
sterilen Bedingungen an einer Sterilwerkbank (Safe 2020, Thermo Scientific) durchgeführt. 




Nikon) überprüft. Das jeweilige Medium wurde vor dem Einsatz auf 37°C im Wasserbad 
(3043, Köttermann) erwärmt. 
 
3.2.1.1 Adhärente Zellen 
HEK 293T- und GHOST-Zellen wurden in Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) 
kultiviert (siehe 2.12). Die Zellen wurden alle zwei Tage je nach Zelldichte in einem 
Verhältnis von 1:5 - 1:20 passagiert. Hierfür wurde das Medium zunächst abgenommen. 
Anschließend wurde mit 10 ml 1x PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen durch eine 
Trypsin/EDTA-Lösung (3 ml) vom Flaschenboden gelöst. Je nach Verhältnis wurden die 
Zellen in frischem Medium aufgenommen und weiter kultiviert. 
 
3.2.1.2 Suspensionszellen 
C8166-, THP-1- und U937-Zellen wurden in Roswell Park Memorial Institute Medium 
1640 (RPMI-1640) kultiviert (siehe 2.12). Je nach Zelldichte wurden die Zellsuspensionen 




Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) wurden durch 
Dichtegradientenzentrifugation aus anonymen Blutspenden gewonnen. 
Das Vollblut wurde mit RPMI-1640 (ohne Zusätze) in 50 ml Zentrifugenröhrchen auf 35 ml 
aufgefüllt. Die Auftrennung des Blutes erfolgte durch Histopaque (Saccharose-
Epichlorhydrin-Copolymer). Das verdünnte Blut wurde vorsichtig über 12 ml Histopaque 
(gesondertes Zentrifugenröhrchen) geschichtet. Es folgte eine Zentrifugation (4K15, 
Sigma) für 25 min bei Raumtemperatur und 2200 rpm (ohne Bremse und 
Beschleunigung). Nach der Zentrifugation setzte sich die oberste Schicht aus Plasma 
zusammen, gefolgt von PMBCs und Histopaque (Dichte = 1,077g/ml). In den unteren 
Schichten befanden sich Granulozyten und Erythrozyten (vgl. Abbildung 8). Die PBMCs 
wurden in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt, mit RPMI-1640 (ohne Zusätze) auf 
50 ml aufgefüllt und für 8 min bei Raumtemperatur und 1600 rpm zentrifugiert (mit Bremse 
und Beschleunigung). Im Anschluss folgte ein weiterer Waschschritt. Zum Schluss wurde 
für 5 min bei Raumtemperatur und 1200 rpm zentrifugiert. Anschließend wurden die 





Abbildung 8: Histopaque-Dichtegradientenzentrifugation 
Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) wurden durch Dichtegradientenzentrifugation 
aus anonymen Blutspenden isoliert. Histopaque diente als Trennmittel. (Eigene Darstellung) 
 
Die mononukleären Zellen wurden nach der Isolierung in 96-Well-Platten ausplattiert, um 
die adhärenten Monozyten zu separieren. Damit nach der Isolierung eine Monozyten-Zahl 
von 2x105 Zellen/Well vorlag, wurden insgesamt 1x106 PBMCs/Well in 100 µl Monozyten-
Medium ausgesät (Tabelle 19). Es folgte eine zweistündige Inkubation. Anschließend 
wurden zwei Waschschritte durchgeführt, um die nicht-adhärenten Zellen (T-Zellen, B-
Zellen, natürliche Killerzellen) zu entfernen. Hierfür wurden die Zellen mit 200 µl RPMI-
1640-Medium (ohne Zusätze) gewaschen. Bis zur weiteren Verwendung wurden die 
Monozyten in Monozyten-Medium (50 µl/Well) kultiviert. 
 
Tabelle 19: Monozyten-Zahl in Abhängigkeit von PBMCs 
 Gewünschte Monozyten-Zahl Zu plattierende PBMCs 
  6-Well-Platte 2x106 1x107 
12-Well-Platte 1x106 5x106 
96-Well-Platte 2x105 1x106 
 
3.2.3 Zellzahlbestimmung 
Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Zählkammer (Hämozytometer Z359629, Sigma-Aldrich) 
bestimmt. Die Zellsuspension wurde je nach Zelldichte sinnvoll verdünnt und 
anschließend mit Trypanblau (Verhältnis 1:2) versetzt. Die Verwendung von Trypanblau 



























































und lassen sich beim Mikroskopieren gut von den lebenden Zellen abgrenzen. Die 










3.3 Calciumphosphat-Transfektion von HEK 293T-Zellen 
Die Calciumphosphat-Transfektion gehört zu den chemischen Verfahren der Transfektion, 
also der Einbringung von Fremd-DNA in Zellen. Das Calcium des Calciumchlorids und der 
Phosphat-Rest des verwendeten HBS-Puffers bilden ein Calciumphosphat-Präzipitat. Die 
zu transfizierende Plasmid-DNA bindet an diese Präzipitate und wird durch Endozytose in 
die Zelle aufgenommen. HEK 293T-Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion 
ausplattiert. 15 cm Kulturschalen wurden mit 8x106 Zellen in 20 ml Medium pro Schale 
ausgesät. Um ein möglichst feines Präzipitat zu erhalten, wurden die Ansätze zunächst 
ohne 2x HBS zusammengegeben. 2x HBS wurde anschließend unter Luftblasen-
erzeugung mittels Pipettierhilfe tropfenweise hinzugefügt. Es folgte eine fünfminütige 
Inkubation bei Raumtemperatur. Der einfache Ansatz für die Herstellung von HIV-1 X- und 
HIV-1 X+ Reporterviren ist Tabelle 20 zu entnehmen. Jeder Kulturschale wurden dann 
3 ml des jeweiligen Ansatzes zugegeben. Im Anschluss folgte eine Inkubation bei 37°C 
und nach 6 - 8 h ein Mediumwechsel. Nach 48 h wurde der Virusüberstand abgenommen, 
durch einen 0,45 µm Filter filtriert und aliquotiert. Die Aliquots wurden mit flüssigem 
Stickstoff schockgefrostet und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Alternativ 
wurden die Virusüberstände in einer Ultrazentrifuge (Optima L-100K, Beckman Coulter) 
konzentriert. Die Überstände wurden hierfür mit einem 20 %-Saccharose-Kissen für 2 -
 3 h bei 4°C und 32.000 rpm im Vakuum ultrazentrifugiert. Das jeweilige Virus-Pellet 
wurde anschließend in Monozyten-Medium resuspendiert (zehnfache Konzentrierung) 
und aliquotiert. Die Aliquots wurden mit flüssigem Stickstoff schockgefrostet und bis zur 










Tabelle 20: 1x Ansatz für Calciumphosphat-Transfektion von HEK 293T-Zellen 
 HIV-1 X- HIV-1 X+ 
pTF20env (1 µg/µl) 20 µg 20 µg 
pNL.luc.chp6.e-r - (1 µg/µl) 30 µg 30 µg 
pcDNA6 (1 µg/µl) 10 µg 5 µg 
pcVpx.mycHis (1 µg/µl) - 5 µg 
CaCl2 150 µl 150 µl 
ddH2O auf 1500 µl auffüllen auf 1500 µl auffüllen 
2x HBS 1500 µl 1500 µl 
 
3.4 Behandlung und Infektion von Monozyten 
Aus PBMCs isolierte Monozyten (siehe 3.2.2) wurden am gleichen Tag der Isolierung mit 
TLR-Agonisten behandelt und am darauffolgenden Tag infiziert. Zur Behandlung der 
Zellen wurden die TLR-Agonisten R848, R837 und TL8-506 in einer finalen Konzentration 
von 0,3 µM - 10 µM in 50 µl zu den Zellen gegeben. 24 h nach der Behandlung erfolgte 
die Infektion. Hierfür wurden zunächst die Überstände abgenommen und 100 µl frisches 
Medium/Well hinzugegeben. Beide Reporterviren (10 µl Virus/Well) wurden in weiteren 
100 µl zugefügt. Im Anschluss folgte eine Zentrifugation für 2 h bei 30°C und 2400 rpm 
(4K15, Sigma). Die Überstände wurden danach abgenommen und durch 200 µl Medium 
ersetzt. Die Zellen wurden anschließend bei 37°C kultiviert. Nach 72 h erfolgte eine 
quantitative Auswertung durch einen Luciferase-Assay. Die Durchführung der 
Experimente mit den TLR-Antagonisten verlief ähnlich. Hier fand lediglich 1 h vor der 
Behandlung mit den TLR-Agonisten (finale Konzentration: 0,3 µM) die Behandlung mit 
den TLR-Antagonisten (finale Konzentration: 0,9 µM) statt. Nevirapin (reverse 
Transkriptase-Inhibitor) wurde 2 h vor der Infektion und nach der Infektion in einer finalen 




Durch eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) können 
Proteine durch das Anlegen einer elektrischen Spannung ihrer Länge nach aufgetrennt 
werden. Das in Trenn- und Sammelgel enthaltene SDS überlagert positive Ladungen, 




Produzentenzellen wurden auf Eis aufgetaut und in 400 µl Lysepuffer resuspendiert. Es 
folgte eine zehnminütige Inkubation auf Eis und eine anschließende Zentrifugation für 
10 min bei 4°C und 13.200 rpm (5415R, Eppendorf). Die Virusüberstände wurden für 3 h 
bei 4°C und 13.000 rpm (5424, Eppendorf) pelletiert und dreifach konzentriert in 
Lysepuffer aufgenommen. Die einzelnen Ansätze wurden mit 6x Ladepuffer versetzt und 
für 5 min bei 95°C inkubiert (Thermomixer 5436, Eppendorf). Das Polyacrylamidgel 
(Zusammensetzung: Tabelle 21) wurde dann mit den Proben und einem Protein-Marker 
(PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific) beladen. Die anschließende 
Gelelektrophorese wurde für eine Anlaufzeit von 10 min bei 100 V und dann für ca. 30 min 
bei 180 V in 1x Laufpuffer durchgeführt (Mini-PROTEAN Tetra Cell/PowerPac HC, Bio-
Rad).  
 
Tabelle 21: Gelzusammensetzung für 2 Gele (1,5 mm) 
 Trenngel (12 %) Sammelgel (5 %) 
ddH2O 6,8 ml 5,7 ml 
30 % Acrylamid 8 ml 1,7 ml 
Tris 1,5 M 5 ml − 
Tris 0,5 M − 2,5 ml 
10 % SDS 200 µl 100 µl 
10 % APS 100 µl 50 µl 
TEMED 10 µl 10 µl 
 
3.5.2 Western Blot 
Das Western Blot-Verfahren beinhaltet zum einen den Proteintransfer vom 
Polyacrylamidgel auf eine Membran und zum anderen die Immundetektion von Proteinen. 
Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch das Anlegen einer Spannung 
über zwei Filterpapiere auf eine Nitrocellulose-Membran (0,45 µm) transferiert. 
Filterpapier und Membran wurden vorher in 1x Transferpuffer inkubiert. Anschließend 
wurde für 40 min bei 20 V geblottet (Trans-Blot SD transfer cell, Bio-Rad). Die Membran 
wurde für 1 h oder über Nacht in Blocking-Puffer eingelegt und anschließend dreimal für 
je 5 min mit Waschpuffer gewaschen. Zur Immundetektion wurden die drei primären 
Antikörper in Blocking-Puffer verdünnt (α-p24: 1:250, α-myc: 1:1000, α-Tubulin: 1:10.000). 
Die Membran wurde für 1 h mit den primären Antikörpern inkubiert. Danach wurde die 
Membran dreimal für jeweils 30 min in Waschpuffer gewaschen. Darauf folgte eine 




gekoppelt war (1:10.000 in Blocking-Puffer verdünnt). Anschließend wurde die Membran 
wieder gewaschen. Die Auswertung erfolgte mit dem Odyssey Membrandokumentations-
system (LI-COR) anhand des verwendeten Protein-Markers. 
 
3.5.3 Luciferase-Assay 
Die Luciferase ist der Katalysator der oxidativen Decarboxylierung von Luciferin zu 
Oxyluciferin (siehe Abbildung 9). Dabei wird Energie in Form von Licht frei. Bei einer 
erfolgreichen Infektion von Zellen mit einem Luciferase-Reportervirus wird das Enzym 
exprimiert. Je nachdem, wie viel Luciferase zur Verfügung steht, wird das im Substrat 
enthaltene Beetle Luciferin unter anderem zu Oxyluciferin und Licht umgesetzt. Die 
Infektiosität des Reportervirus ist also proportional zur gemessenen Biolumineszenz und 
gibt Aufschluss darüber, wie viele Zellen infiziert wurden. 72 h nach einer Infektion wurden 
die Zellen mit 100 µl 1x PBS gewaschen und anschließend mit 25 µl 1x PLB lysiert. 20 µl 
des Lysats wurden dann in 96-Well Luminometer-Platten transferiert. Die Messung der 
Lichtintensität (RLU) erfolgte mit einem Mikroplattenluminometer (Centro LB 960, Berthold 
Technologies). Das Messprogramm lief automatisiert wie folgt ab: Injektion von 50 µl 
Luciferase-Substrat, Verzögerungszeit von 1 s, Messzeit von 1 s. 
 





4.1 Herstellung von pseudotypisierten Reporterviren 
Für die erfolgreiche Infektion von Monozyten wird ein pseudotypisiertes Reportervirus 
benötigt, welches in der Lage ist, das virale Protein vpx zu verpacken. HIV-1 infiziert 
Monozyten ineffizient. Der Hauptgrund dafür ist der Restriktionsfaktor SAMHD1, der den 
dNTP-Pool in der Zelle senkt und damit die reverse Transkription von HIV-1 in diesen 
Zellen blockiert. Vpx ist der virale Antagonist zu SAMHD1 und degradiert diesen 
Restriktionsfaktor, sodass sich das Virus nach Anheftung und Eindringen in die Zelle 
replizieren kann.  
Da HIV-1 weder ein vpx-Gen besitzt, noch das vpx-Protein von SIVmac oder HIV-2 
verpacken kann, wurde für die nachfolgenden Experimente ein chimäres Virus hergestellt, 
das in der Lage ist, vpx zu verpacken. Dabei ersetzten die Aminosäuren 17-26 der p6-
Domäne des gag-Gens von SIVmac die der p6-Domäne von HIV-1 [42]. Nach der in 3.3 
beschriebenen Methode wurden die TFenv-pseudotypisierten Luciferase-Reporterviren 
HIV-1 X+ und HIV-1 X- hergestellt (Abbildung 10). Die Reporterviren waren nur für einen 
Replikationszyklus infektiös, da die für die Infektion notwendigen Hüllproteine im viralen 
Hauptkonstrukt (pNL.luc.chp6.e-r -) durch eine Mutation im env-Gen nicht exprimiert 
werden konnten. Durch das Einbringen eines Luciferase-Reporter-Gens wurde eine 






Abbildung 10: Herstellung von pseudotypisierten Reporterviren 
HEK 293T-Zellen wurden mit Plasmid-DNA co-transfiziert, um pseudotypisierte Luciferase-
Reporterviren herzustellen. Als virales Hauptkonstrukt (pNL.luc.chp6.e-r -) diente ein HIV-1 
Reportervirus, das weder für env noch für vpr codiert, dafür aber die p6-Domäne des SIVmac gag-
Gens und ein Luciferase-Reporter-Gen besitzt. Dieses Hauptkonstrukt wurde dann mit einem 
Plasmid kombiniert, welches für ein TFenv-Gen codiert (pTF20env). Zur Herstellung von HIV-1 X+ 
wurde außerdem ein Plasmid (pcVpx.mycHis) hinzugefügt, das für das akzessorische Protein vpx 




Das Western Blot-Verfahren diente zur Überprüfung der hergestellten Reporterviren. 
Insgesamt wurden drei Proteine detektiert: p24, vpx und Tubulin. Das akzessorische 
Protein vpx konnte durch einen myc-Tag (zusammen mit Tag: 17 kDa) detektiert werden. 
Neben der Detektion des viralen Proteins war auch der Nachweis von p24 (24 kDa) 
wichtig, da diese Untereinheit des gag-Gens für die Synthese des Capsids zuständig ist. 
Tubulin (55 kDa) diente als Ladekontrolle. Dieses Protein ist Hauptbestandteil des 
Cytoskeletts und wird daher in jeder Zelle exprimiert. In Abbildung 11 ist die Western Blot-
Analyse der beschriebenen Proteine dargestellt. Das Protein 24 wurde für HIV-1 X- und 
HIV-1 X+ sowohl im Zelllysat als auch im Virusüberstand bei 24 kDa detektiert. Vpx konnte 
im Zelllysat und im Virusüberstand des HIV-1 X+ Reportervirus bei 17 kDa nachgewiesen 
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Die Detektion der Proteine bestätigt die Herstellung reifer Reporterviren. HIV-1 X+ ist 
zudem in der Lage, vpx zu verpacken. Beide Reporterviren können zur Infektion genutzt 
werden. 
 
Abbildung 11: Western Blot-Analyse 
Für den Protein-Nachweis wurden sowohl Zelllysat der transfizierten Zellen als auch 
Virusüberstände aufgetragen. Zur Detektion des akzessorischen Proteins vpx (17 kDa) diente ein 
myc-spezifischer Antikörper. Zum Nachweis reifer Reporterviren (24 kDa) diente ein p24-
spezifischer Antikörper. Tubulin (55 kDa) wurde zusätzlich als Ladekontrolle im Zelllysat detektiert. 
 
4.1.2 Virus-Titer-Bestimmung 
Zur Bestimmung des Virus-Titers wurde zunächst nach einer Zelllinie gesucht, die für die 
Infektion mit den aus 4.1 generierten Reporterviren empfänglich ist. Dazu wurden 
GHOST-Zellen und C8166-Zellen mit HIV-1 X- infiziert. GHOST-Zellen exprimieren 
sowohl den CD4-Rezeptor als auch den CCR5-Corezeptor und stammen von einem 
humanen Osteosarkom ab. Es handelt sich dabei um modifizierte HOS-Zellen (G: GFP; T: 
T-Zell-Rezeptoren). Beide Rezeptoren sind für das Eindringen des HI-Virus in die Zelle 
notwendig. C8166, eine T-Zelllinie, stammt von einer T-Zell-Leukämie ab und exprimiert 
ebenfalls beide Rezeptoren. Da der Restriktionsfaktor SAMHD1 in sich teilenden Zellen 
nicht aktiv ist, muss das verwendete Reportervirus für eine erfolgreiche Infektion nicht in 
der Lage sein, vpx zu verpacken. Die Verwendung des HIV-1 X- Reportervirus war hierfür 
demnach ausreichend. Zellen der GHOST-Zelllinie wurden mit 1x104 Zellen/Well und 
Zellen der C8166-Zelllinie mit 5x104 Zellen/Well in 96-Well-Platten ausgesät. Pro 
Versuchsansatz wurde eine Dreifachbestimmung durchgeführt. 72 h nach der Infektion 
erfolgte die Auswertung durch einen Luciferase-Assay. Die Ergebnisse in Abbildung 12 
zeigen die gemessenen Rohdaten in logarithmischer Skalierung. Der erste Ansatz ohne 
Zugabe eines Reportervirus diente dazu, mögliche Hintergrundsignale in Relation mit der 













für die GHOST-Zellen und bei ca. 5x106 RLU für die C8166-Zellen. Nevirapin bestätigt 
eine bona fide Infektion (bis zu 104-fache Reduktion der Luciferase-Aktivität). 
 
Beide Zelllinien sind für eine Infektion mit dem TFenv-pseudotypisierten Reportervirus 
empfänglich. Dies bestätigt, dass das hergestellte Reportervirus infektiös ist. 
 
 
Abbildung 12: Infektion von GHOST- und C8166-Zellen mit HIV-1 X- 
Die Zellen beider Zelllinien besitzen sowohl den CD4-Rezeptor als auch den CCR5-Corezeptor. 
Das hergestellte Reportervirus wurde auf beiden Zelllinien auf seine Infektiosität geprüft. Nevirapin 
(finale Konzentration: 3 µM) diente als Kontrolle einer bona fide Infektion. 
 
Nach der erfolgreichen Infektion von GHOST-Zellen wurde diese Zelllinie zur Bestimmung 
des Virus-Titers verwendet. Hierfür wurden pro Well 1x104 Zellen der GHOST-Zelllinie in 
einer 96-Well-Platte ausgesät und anschließend mit einer ansteigenden Menge 
Reportervirus (0,1-30 µl) infiziert. Pro Versuchsansatz wurde eine Doppelbestimmung 
durchgeführt. Eine quantitative Auswertung erfolgte mithilfe eines Luciferase-Assays. In 
den Abbildungen 13 und 14 sind die Standardkurven dargestellt, durch die sich die 
jeweiligen Titer bestimmen ließen: Für das HIV-1 X- Reportervirus hat sich ein Titer von 
3,3x107 RLU/µl und für das HIV-1 X+ Reportervirus ein Wert von 4,3x107 RLU/µl ergeben. 
Beide Standardreihen zeigen zudem gute Bestimmtheitsmaße (HIV-1 X-: 0,902;          
HIV-1 X+: 0,9335). 
 






































Abbildung 13: HIV-1 X-: Titer-Bestimmung 
Die Infektion von GHOST-Zellen mit ansteigender Menge an Reportervirus wurde mittels 
Luciferase-Assay ausgewertet. Die Daten dienten der Erstellung einer Standardkurve. Der daraus 




Abbildung 14: HIV-1 X+: Titer-Bestimmung 
Die Infektion von GHOST-Zellen mit ansteigender Menge an Reportervirus wurde mittels 
Luciferase-Assay ausgewertet. Die Daten dienten der Erstellung einer Standardkurve. Der daraus 










































































4.2 Behandlung mit TLR-Agonisten und Infektion von Monozyten 
4.2.1 Ablauf zur Behandlung und Infektion von Monozyten 
Abbildung 15 stellt eine vereinfachte Übersicht der Arbeitsabläufe dar. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurden Experimente mit verschiedenen pseudotypisierten Reporterviren und TLR-
Agonisten bzw. -Antagonisten durchgeführt. Zur quantitativen Auswertung wurde ein 
Luciferase-Assay durchgeführt, bei dem die Luciferase-Aktivität in RLU gemessen wurde. 
Die Aktivität verhielt sich dabei proportional zur Infektiosität der Reporterviren. Die Werte 
gaben Aufschluss darüber, inwieweit die Aktivierung von TLR7/TLR8 die Infektion der 
Monozyten beeinflusst hat. 
 
 
Abbildung 15: Versuchsablauf zur Behandlung und Infektion von Monozyten 
Aus PBMCs isolierte Monozyten von gesunden Spendern wurden zunächst mit TLR-Agonisten 
behandelt und nach 24 h mit pseudotypisierten Reporterviren infiziert. Nach 72 h wurde ein 
Luciferase-Assay durchgeführt, der Aufschluss darüber gab, inwieweit die Aktivierung von TLR7/8 
Einfluss auf die Infektion von Monozyten hat. (Eigene Darstellung) 
 
4.2.2 Infektion mit VSVg-pseudotypisierten Reporterviren 
Nach bisherigem Wissensstand ist bekannt, dass eine Aktivierung von TLR7/8 eine 
Restriktion in infizierten Monozyten hervorruft. Dazu wurden Monozyten mit dem TLR7/8-
Agonisten R848 behandelt und anschließend mit VSVg-pseudotypisierten Reporterviren 
infiziert. Neben R848 existieren noch weitere TLR-Agonisten, deren Wirkung getestet 
werden sollte. Zunächst wurde überprüft, ob sich die Ergebnisse von Hofmann et al. [1] 
reproduzieren lassen. Im ersten Experiment wurden die Monozyten mit VSVg-pseudo-
typisierten Reporterviren (siehe 2.9) infiziert. Neben R848 (Aktivierung von TLR7/8) 
wurden zwei weitere Agonisten getestet: R837 (Aktivierung von TLR7) und TL8-506 
Monozyten








(Aktivierung von TLR8). Hierfür wurden aus PBMCs isolierte Monozyten von drei 
gesunden Spendern mit den drei TLR-Agonisten behandelt und anschließend infiziert 
(HIV-1 X-: 3,3x107 RLU; HIV-1 X+: 1,4x107 RLU). Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse nach 
Durchführung eines Luciferase-Assays (jeweils in Dreifachbestimmung). Die Ergebnisse 
zeigen die gemessenen Rohdaten in logarithmischer Skalierung. Der Ansatz ohne Zu-
gabe eines Reportervirus diente dazu, mögliche Hintergrundsignale in Relation mit der 
gemessenen Aktivität zu setzen. HIV-1 X- war durch das Fehlen von vpx nicht in der Lage, 
die Zellen zu infizieren (keine Zunahme der gemessenen Luciferase-Aktivität im Vergleich 
zu dem Hintergrundsignal). Die unbehandelten Monozyten konnten hingegen mit HIV-1 X+ 
infiziert werden (Luciferase-Aktivität: 2x103-4x104 RLU). Nevirapin (finale Konzentration: 
3 µM) blockierte die HIV-1 X+ Infektion, was eine bona fide Infektion bestätigt. Für alle drei 
TLR-Agonisten (finale Konzentration: 10 µM) wurde eine verringerte Luciferase-Aktivität 
gemessen: Für R848 ergab sich eine 45- bis 80-fache Verringerung; für R837 eine 3- bis 
40-fache und für TL8-506 eine 10- bis 500-fache Signalreduktion. 
 
Die verringerte Luciferase-Aktivität bestätigt, dass die Aktivierung der entsprechenden 
TLR eine HIV-1 Restriktion induziert, was die zuvor veröffentlichten Resultate bestätigt. 




Abbildung 16: Aktivierung von TLR7/8 löst Restriktion in infizierten Monozyten aus 
Aus PBMCs isolierte Monozyten von drei gesunden Spendern wurden mit R848 (Aktivierung von 
TLR7/8), R837 (Aktivierung von TLR7) und TL8-506 (Aktivierung von TLR8) behandelt (finale 
Konzentration: 10 µM) und anschließend mit VSVg-pseudotypisierten Reporterviren (HIV-1 X-: 
3,3x107 RLU; HIV-1 X+: 1,4x107 RLU) infiziert. Die TLR-Aktivierung durch alle Agonisten führte zu 



































4.2.3 Infektion mit TFenv-pseudotypisierten Reporterviren 
Im zweiten Experiment erfolgte eine ähnliche Durchführung. Anstelle der VSVg-
pseudotypisierten Reporterviren wurden die im Voraus hergestellten TFenv-pseudo-
typisierten Reporterviren verwendet (HIV-1 X-: 3,3x108 RLU; HIV-1 X+: 4,3x108 RLU). In 
Abbildung 17 sind die Ergebnisse des Luciferase-Assays von drei gesunden Spendern 
dargestellt (jeweils in Dreifachbestimmung; Rohdaten in logarithmischer Skalierung). Der 
Ansatz ohne Zugabe eines Reportervirus diente dazu, mögliche Hintergrundsignale in 
Relation mit der gemessenen Aktivität zu setzen. HIV-1 X- war durch das Fehlen von vpx 
nicht in der Lage, die Zellen zu infizieren (keine Zunahme der gemessenen Luciferase-
Aktivität im Vergleich zu dem Hintergrundsignal). Die gemessene Luciferase-Aktivität der 
unbehandelten, mit HIV-1 X+ infizierten Zellen lag bei 900-3000 RLU. Die Nevirapin-
Kontrolle bestätigt eine bona fide Infektion. Die Behandlung erfolgte mit den TLR-
Agonisten (finale Konzentration: 10 µM) R848 (Aktivierung von TLR7/8), R837 
(Aktivierung von TLR7) und TL8-506 (Aktivierung von TLR8). Für alle drei TLR-Agonisten 
wurde eine eindeutig verringerte Luciferase-Aktivität gemessen: Für R848 ergab sich eine 
12- bis 300-fache Verringerung; für R837 eine 9- bis 100-fache und für TL8-506 eine 45- 
bis 1000-fache Signalreduktion. 
 
Auch in diesem Experiment bestätigt die verringerte Luciferase-Aktivität, dass durch die 
Aktivierung der entsprechenden TLR eine Restriktion der HIV-1 X+ Infektion ausgelöst 
wurde. Insgesamt wurde das Experiment mit acht verschiedenen Spendern durchgeführt 







Abbildung 17: Aktivierung von TLR7/8 löst Restriktion in infizierten Monozyten aus 
Aus PBMCs isolierte Monozyten von drei gesunden Spendern wurden mit R848 (Aktivierung von 
TLR7/8), R837 (Aktivierung von TLR7) und TL8-506 (Aktivierung von TLR8) behandelt (finale 
Konzentration: 10 µM) und anschließend mit TFenv-pseudotypisierten Reporterviren                
(HIV-1 X-: 3,3x108 RLU; HIV-1 X+: 4,3x108 RLU) infiziert. Die Aktivierung durch alle TLR-Agonisten 
führte zu einer verringerten Luciferase-Aktivität. Nevirapin (3 µM) diente als Kontrolle einer bona 
fide Infektion. 
 
4.3 Titration der TLR-Agonisten 
Da die Wirkungsweise der TLR-Agonisten in den bisherigen Experimenten variierte, 
wurde die Potenz der einzelnen Agonisten, eine HIV-1 X+ Infektion zu blockieren, für 
unterschiedliche Konzentrationen überprüft. Für die Titration wurden die Zellen von zwei 
gesunden Spendern mit den TLR-Agonisten R848 (Aktivierung von TLR7/8), R837 
(Aktivierung von TLR7) und TL8-506 (Aktivierung von TLR8) behandelt. Dabei wurden die 
Agonisten mit einer ansteigenden Konzentration von 0,3 µM bis 10 µM zugegeben. 
Anschließend wurden die Zellen mit TFenv-pseudotypisierten Reporterviren (HIV-1 X-: 
3,3x108 RLU; HIV-1 X+: 4,3x108 RLU) infiziert. Die Ergebnisse des Luciferase-Assays sind 
in Abbildung 18 dargestellt (jeweils in Dreifachbestimmung; Rohdaten in logarithmischer 
Skalierung). Der Ansatz ohne Zugabe eines Reportervirus diente dazu, mögliche 
Hintergrundsignale in Relation mit der gemessenen Aktivität zu setzen. HIV-1 X- war 
durch das Fehlen von vpx nicht in der Lage, die Zellen zu infizieren (keine Zunahme der 
gemessenen Luciferase-Aktivität im Vergleich zu dem Hintergrundsignal). Die gemessene 
Luciferase-Aktivität der unbehandelten, mit HIV-1 X+ infizierten Zellen lag bei 1x104-
































Für R848 (Konzentrationen 0,3-10 µM) ergab sich eine 35- bis 1670-Fache Verringerung 
der Luciferase-Aktivität. Für R837 (Konzentrationen 3 µM und 10 µM) ergab sich eine 50- 
bis 500-Fache Verringerung der Luciferase-Aktivität. Für die Konzentrationen 0,3 µM und 
1 µM wurde die Luciferase-Aktivität maximal um das 2,5-Fache verringert. Für TL8-506 
(Konzentrationen 0,3-10 µM) ergab sich eine 125- bis 670-Fache Verringerung der 
Luciferase-Aktivität. 
 
Für die Konzentrationen 3 µM und 10 µM sind alle TLR-Agonisten in der Lage, eine    
HIV-1 X+ Infektion zu blockieren. Anders als R837 führen R848 und TL8-506 zudem bis 














































































































































































































































































































































































































































































































4.4 Behandlung mit TLR-Antagonisten und Infektion von 
Monozyten 
Um Rückschlüsse über die Spezifität der Restriktion durch die verwendeten TLR-
Agonisten ziehen zu können, wurde im nächsten Schritt zusätzlich eine Behandlung der 
Monozyten mit TLR-Antagonisten durchgeführt. Das Antagonisten-Agonisten-Verhältnis 
sollte dabei 3:1 betragen. Um den Materialaufwand möglichst gering zu halten, wurden 
die Erkenntnisse aus der Agonisten-Titration (siehe 4.3) genutzt: Da für TLR8 kein 
entsprechender Antagonist zur Verfügung stand und durch die geringere Wirkungsweise 
von R837 ein zu hoher Materialaufwand entstehen würde (für ein 3:1 Verhältnis wären pro 
Ansatz 9 µM der Antagonisten notwendig), ist für das weitere Vorgehen die Entscheidung 
auf die Verwendung von R848 mit einer Konzentration von 0,3 µM und den Einsatz der 
Antagonisten mit einer Konzentration von 0,9 µM gefallen. Die Monozyten von sechs 
gesunden Spendern wurden aus PBMCs isoliert und zuerst mit den TLR-Antagonisten 
behandelt. Insgesamt standen zwei solcher Antagonisten zur Verfügung: ODN 2087 
(Inhibierung von TLR7/8) und ODN 20958 (Inhibierung von TLR7). Die jeweiligen Toll-like 
Rezeptoren wurden durch eine Behandlung inhibiert. In einer anschließenden Behandlung 
mit R848 (Aktivierung von TLR7/8) sollten diese inhibierten TLR theoretisch nicht mehr 
aktiviert werden können und somit zu keiner Veränderung der Luciferase-Aktivität führen. 
Nach der Antagonisten- und Agonisten-Behandlung erfolgte die Infektion mit den TFenv-
pseudotypisierten Reporterviren HIV-1 X- (5x108 RLU) und HIV-1 X+ (6x108 RLU). Die 
Ergebnisse des Luciferase-Assays sind Abbildung 19 zu entnehmen (jeweils in 
Dreifachbestimmung; Rohdaten in logarithmischer Skalierung). 
 
Die gemessene Luciferase-Aktivität der unbehandelten, mit HIV-1 X+ infizierten 
Monozyten lag bei 900-8000 RLU. Durch die Zugabe von R848 (Aktivierung von TLR7/8) 
wurde die Luciferase-Aktivität bei den Spendern 12-14, 16 und 17 um das 15- bis 50-
Fache verringert. Bei Spender 15 war die Verringerung der Luciferase-Aktivität mit einem 
Faktor von fünf weniger stark ausgeprägt. Dies spiegelt die bisherigen Ergebnisse wider: 
Die R848-Behandlung der Monozyten führt zu einer HIV-1-Restriktion. 
 
Die Kombination aus ODN 2087 (Inhibierung von TLR7/8) und R848 (Aktivierung von 
TLR7/8) sollte zunächst klären, ob die R848-induzierte HIV-1-Restriktion spezifisch durch 
die Aktivierung von TLR7/8 erfolgt. 
Bei den Spendern 12-14, 16 und 17, deren Zellen zusätzlich mit ODN 2087 behandelt 
wurden, war die Luciferase-Aktivität im Vergleich zu den unbehandelten, mit HIV-1 X+ 




Inhibierung von TLR7/8 keinen Einfluss auf die Wirkungsweise von R848: Die Luciferase-
Aktivität entsprach mit ca. 200 RLU in etwa der bei der R848-Behandlung. Die Inhibierung 
von TLR7/8 führte infolgedessen (bis auf Spender 15) zu keiner Restriktion der HIV-1 X+ 
Infektion. 
 
Als Nächstes sollte die Frage geklärt werden, ob R848 (Aktivierung von TLR7/8) in 
Kombination mit ODN 20958 (Inhibierung von TLR7) nach wie vor zu einer HIV-1-
Restriktion führt. 
Bei den Spendern 12-15 und 17, deren Zellen zusätzlich mit ODN 20958 behandelt 
wurden, war die Luciferase-Aktivität im Vergleich zu den unbehandelten, mit HIV-1 X+ 
infizierten Zellen um das 10- bis 100-Fache verringert. Bei Spender 16 war die 
Verringerung der Luciferase-Aktivität mit einem Faktor von drei weniger stark ausgeprägt. 
Trotz der Inhibierung von TLR7 konnte die HIV-1 X+ Infektion, außer bei Spender 16, 
blockiert werden. 
 
Durch die Inhibierung von TLR7/8 kann mit Hilfe von R848 (Aktivierung von TLR7/8) in 
infizierten Monozyten keine Restriktion induziert werden. Die Inhibierung von TLR7 hat 



























































































































































































































































































































































































































































































































4.5 Behandlung mit TLR-Agonisten und Infektion von Zelllinien 
THP-1 und U937 sind Zellen monozytärer Zelllinien und sollten als potentieller Ersatz für 
primäre humane Zellen getestet werden. THP-1- und U937-Zellen (5x104 Zellen/Well) 
wurden in 50 µl Medium ausgesät. Zur erfolgreichen Infektion genügt auch hier wie in 
4.1.2 das HIV-1 X- Reportervirus (1x107 RLU), da sich die Zellen beider Zelllinien teilen 
und SAMHD1 nicht eliminiert werden muss. Die Zellen wurden mit R848 (Aktivierung von 
TLR7/8), R837 (Aktivierung von TLR7) und TL8-506 (Aktivierung von TLR8) behandelt 
(finale Konzentration: 10 µM) und anschließend mit dem VSVg-pseudotypisierten 
Reportervirus infiziert. Abbildung 20 zeigt die Ergebnisse nach Durchführung eines 
Luciferase-Assays (jeweils in Dreifachbestimmung; Rohdaten in logarithmischer 
Skalierung). Die Nevirapin-Kontrolle (finale Konzentration: 3 µM) bestätigt eine bona fide 
Infektion. Die Luciferase-Aktivität der unbehandelten, mit HIV-1 X- infizierten THP-1-Zellen 
lag bei 50.000 RLU. Für U937-Zellen lag der Wert bei 3000 RLU. Die Behandlung mit den 
TLR-Agonisten zeigte für R848 und R837 keinen Einfluss auf die Luciferase-Aktivität. Die 
Behandlung mit TL8-506 zeigte eine bis zu 2,5-fach verringerte Luciferase-Aktivität. 
 
THP-1-Zellen lassen sich im Vergleich zu U937-Zellen besser infizieren (Faktor 17). Bei 
beiden Zelllinien hat die TLR-Aktivierung keinen Einfluss auf die Luciferase-Aktivität. 
 
 
Abbildung 20: Aktivierung von TLR7/8 in THP-1- und U937-Zellen hat keinen Einfluss auf 
eine HIV-1 Infektion 
THP-1- und U937-Zellen wurden wie Monozyten zuvor mit R848 (Aktivierung von TLR7/8), R837 
(Aktivierung von TLR7) und TL8-506 (Aktivierung von TLR8) behandelt (finale Konzentration: 
10 µM) und anschließend mit dem VSVg-pseudotypisierten Reportervirus HIV-1 X- (1x107 RLU) 
infiziert. Die TLR-Aktivierung durch alle Agonisten führte zu keiner verringerten Luciferase-Aktivität. 


































Toll-like Rezeptoren können molekulare Muster von Pathogenen erkennen [24] und eine 
Immunreaktion, bestehend aus der Expression von antiviralen Proteinen und 
proinflammatorischen Zytokinen, hervorrufen [25, 26]. TLR7 und TLR8 befinden sich auf 
der Endosomenmembran von Monozyten [27] und erkennen einzelsträngige RNA [29, 30], 
lassen sich aber auch durch synthetisch hergestellte Agonisten in vitro aktivieren [31-33]. 
Monozyten gehören zu den sich nicht teilenden Zellen des Immunsystems [28], in denen 
der bereits bekannte Restriktionsfaktor SAMHD1 aktiv ist und die Replikation des HI-Virus 
Typ 1 inhibieren kann [36]. Laguette et al. [40] und Hrecka et al. [41] identifizierten 
SAMHD1 als den Restriktionsfaktor, der durch das akzessorische Protein vpx degradiert 
wird. Nian et al. [46] und Buitendijk et al. [47] zeigten, dass die Aktivierung von TLR7/8 in 
Monozyten bzw. PBMCs durch synthetisch hergestellte Liganden zu einer Inhibierung der 
HIV-1 Replikation führt. Hofmann et al. [1] nutzten zur Infektion von Monozyten ein 
pseudotypisiertes HI-Virus Typ 1, das in der Lage war, das akzessorische Protein vpx von 
SIVmac zu verpacken und damit die antivirale Wirkung von SAMHD1 zu blockieren. Es hat 
sich gezeigt, dass die Infektion trotz fehlender Wirkung von SAMHD1 durch die 
Aktivierung von TLR7 und 8 restringiert wird. Diese Ergebnisse legen den Rückschluss 
nahe, dass neben SAMHD1 ein anderer, bis dato unbekannter Restriktionsfaktor dafür 
verantwortlich ist. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Restriktion mit dem Verlust 
viraler RNA einhergeht. Es stellt sich weiterhin die Frage, inwieweit das angeborene 
Immunsystem in der Lage ist, eine virale Infektion durch die Expression zellulärer Proteine 
einzudämmen. 
 
Die durch TLR7/8-Aktivierung hervorgerufene HIV-1 Restriktion in Monozyten sollte im 
Rahmen dieser Arbeit weiter untersucht werden. Am Anfang war es wichtig zu klären, ob 
die bisher gezeigten Ergebnisse mit VSVg-pseudotypisierten Reporterviren auch mit der 
Verwendung von TFenv-pseudotypisierten Reporterviren reproduzierbar sind, da dies 
einer in vivo HIV-1 Infektion entsprechen würde. In Abbildung 17 (S. 34) wird dies 
erfolgreich gezeigt: Das TFenv-pseudotypisierte Reportervirus HIV-1 X+, welches zudem 
das akzessorische Protein vpx verpackt, infizierte die Monozyten erfolgreich. Die 
Infektiosität ist im Vergleich zu dem VSVg-pseudotypisierten Virus (Abbildung 16, S. 32) 
im Durchschnitt um das 10-Fache verringert, obwohl die 30-Fache Menge des Virus 
eingesetzt wurde. Dieses Ergebnis lässt sich jedoch dadurch erklären, dass das VSVg-
pseudotypisierte Reportervirus im Gegensatz zu dem TFenv-pseudotypisierten Reporter-
virus unabhängig von dem CD4-Rezeptor und CCR5- bzw. CXCR4-Corezeptor in die 




resultieren. Es ist zudem bekannt, dass Monozyten eine geringere Anzahl an Rezeptoren 
besitzen, die für das erfolgreiche Eindringen des Virus obligatorisch sind [48]. Bei der  
HIV-1 X+ Infektion traten zwischen den Spendern zum Teil erhebliche Schwankungen auf. 
Laut Angaben des Blutspendedienstes waren alle Spender zum Zeitpunkt der 
Blutabnahme in einem gesunden Zustand. Hat das Immunsystem eines Spenders jedoch 
kurz vor der Spende eine Infektion bekämpft, könnte es durchaus sein, dass durch 
hochregulierte Interferone die Expression von zusätzlichen Restriktionsfaktoren 
begünstigt war. In solch einem Fall würden sich zudem vermehrt Monozyten im Blut 
befinden, die zusammengenommen zu einer höheren Infektiosität führen könnten. 
 
Neben TFenv-pseudotypisierten Viren stand auch die Verwendung von verschiedenen 
TLR-Agonisten im Vordergrund. R848 aktiviert TLR7 und 8 gleichzeitig. Bisher konnte 
jedoch nicht gezeigt werden, ob die Restriktion auch allein durch die Stimulation eines 
Rezeptors induziert wird. In Abbildung 17 (S. 34) hat sich gezeigt, dass auch die 
Aktivierung von TLR7 durch R837 und TLR8 durch TL8-506 eine Restriktion in HIV-1 X+ 
infizierten Monozyten auslöst. Es zeigten sich jedoch Unterschiede in der Wirkungsweise: 
Die Aktivierung von TLR8 durch TL8-506 führte im Durchschnitt zu einer mehr als doppelt 
so starken HIV-1 X+ Restriktion als die Aktivierung von TLR7 durch R837. Aus der 
Titration der TLR-Agonisten (Abbildung 18, S. 36) geht auch hervor, dass R837 bei 
niedrigen Konzentrationen (0,3-1 µM) keine antivirale Wirkung mehr zeigt. Es lässt sich 
annehmen, dass Toll-like Rezeptor 7 womöglich nicht Hauptauslöser der zuvor gezeigten 
Restriktion durch R848 (Aktivierung von TLR7/8) ist. Buitendijk et al. [47] nutzten in ihren 
Experimenten für die Aktivierung von TLR7 andere Liganden wie Gardiquimod und CL264. 
Es könnte auch durchaus möglich sein, dass andere Agonisten durch eine höhere Affinität 
für eine maßgebende Aktivierung des Rezeptors besser geeignet sind als R837. 
 
Die getrennte Aktivierung von TLR7 und TLR8 führte zu keinem eindeutigen Aufschluss 
über die Spezifität der Restriktion. Zur weiteren Aufklärung wurden daher zusätzlich TLR-
Antagonisten verwendet (Abbildung 19, S. 39). ODN 20958 inhibiert TLR7 und ODN 2087 
TLR8. Beide Antagonisten wurden mit dem Agonisten R848 kombiniert. Wie erwartet 
zeigte sich bei der Kombination aus Inhibierung und Aktivierung von TLR7/8 kein 
deutlicher Unterschied zu den unbehandelten Zellen, die mit HIV-1 X+ infiziert wurden. Die 
Luciferase-Aktivität wurde minimal um das 1,5-Fache (Spender 13) verringert und 
maximal um das 5-Fache (Spender 15). Die leichte Abnahme der Infektiosität beruht 
höchstwahrscheinlich darauf, dass nicht alle Rezeptoren durch den Antagonisten blockiert 




Antagonisten und Agonisten könnten in Zukunft in einem veränderten Verhältnis als 3:1 
eingesetzt werden. 
Im Gegensatz dazu hatte die Inhibierung von TLR7 durch ODN 20958 bis auf eine 
Ausnahme (Spender 16) keinen Einfluss auf die R848-Wirkung. Bei Spender 16 zeigte 
sich lediglich eine 3-fache Reduktion der Luciferase-Aktivität (vgl. bis zu 100-fache 
Reduktion bei den restlichen Spendern). Die Zellen dieses Spenders ließen sich jedoch 
auch mit einem Wert von 7000 RLU am besten infizieren (andere Spender erreichten 
maximal 4000 RLU). Lagen bei diesem Spender deutlich mehr Monozyten vor, könnte die 
eingesetzte Konzentration von R848 (0,3 µM) dazu geführt haben, dass für die Anzahl der 
Rezeptoren nicht genügend Liganden zur Verfügung standen. Die Ergebnisse dieses 
Experiments deuten darauf hin, dass die durch R848 induzierte HIV-1 Restriktion 
spezifisch durch TLR8 ausgelöst wird. In Zukunft sollte zusätzlich ein Antagonist gefunden 
werden, der TLR8 inhibiert. Dieser könnte dann in Kombination mit dem TLR-Agonisten 
TL8-506 angewendet werden. Zudem sollte auch die Kombination von ODN 20958 und 
R837 getestet werden. Zuvor sollte jedoch überprüft werden, ob andere Agonisten bei der 
Aktivierung von TLR7 einen stärkeren Effekt zeigen. 
 
In dem letzten Experiment wurde der Versuch gestartet, die bisherige Behandlung und 
Infektion von Monozyten auf monozytäre Zelllinien zu übertragen. Obwohl primäre Zellen 
den Vorteil haben, ein realitätsnahes Verhalten widerzuspiegeln, lassen sich Zelllinien 
durch molekularbiologische Methoden leicht manipulieren und erweitern so das Spektrum 
an möglichen Experimenten. Abbildung 20 (S. 40) zeigt jedoch, dass die Aktivierung von 
TLR7 und TLR8 durch R848, R837 und TL8-506 keine Restriktion der HIV-1 X- Infektion 
ausgelöst hat. Bosshart et al. [49] haben in ihrer Veröffentlichung insbesondere 
Unterschiede zwischen THP-1-Zellen und Monozyten hervorgehoben und auf eine 
Begrenzung der Zelllinie als Modell verwiesen. Monozyten reagieren z.B. wesentlich 
effizienter auf Lipopolysaccharide als THP-1-Zellen, da sie mehr CD14-Rezeptoren 
exprimieren, die zusammen mit dem Toll-like Rezeptor 4 und dem Protein MD-2 einen 
Komplex bilden. U937-Zellen exprimieren nachweisbar TLR1-9 [50]. Trotz eines 
niedrigeren Expressionslevels in Zelllinien wäre dennoch eine sichtbare Restriktion 
anzunehmen. Hofmann et al. [1] sind durch ihre Ergebnisse zu dem Schluss gekommen, 
dass ein neuartiger Restriktionsfaktor Auslöser der beschriebenen Inhibierung ist, die mit 
dem Verlust der viralen RNA zusammenhängt. Es ist durchaus denkbar, dass dieser 
Restriktionsfaktor genauso wie SAMHD1 nur in sich nicht teilenden Zellen aktiv gegen 
eine HIV-1 Infektion agieren kann. Diese Hypothese müsste zusammen mit den anderen 




Ein anderer interessanter Aspekt, der in Betrachtung gezogen werden kann, ist, warum 
sich die in den Experimenten verwendeten Monozyten überhaupt mit HIV-1 X+ infizieren 
lassen. Wie in 1.2 beschrieben, erkennen TLR7 und TLR8 virale einzelsträngige RNA. In 
den durchgeführten Experimenten führte dies jedoch zu keiner Restriktion. Erst als die 
Rezeptoren der Zellen mit Agonisten aktiviert wurden, hat sich eine Inhibierung gezeigt. 
Dadurch wird die Frage aufgeworfen, warum die Toll-like Rezeptoren bei einer HIV-1 
Infektion nicht in der Lage sind, das RNA-Genom zu erkennen. Lahaye et al. [51] und 
Rasaiyaah et al. [52] haben bereits gezeigt, dass die cDNA des HI-Virus nach der 
reversen Transkription durch das virale Capsid geschützt im Cytoplasma vorliegt. Das 
Virus ist dadurch in der Lage, eine Erkennung durch zelluläre DNA-Sensoren der 
Wirtszelle zu umgehen. Es lässt sich folglich mutmaßen, dass womöglich auch das RNA-





Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von TLR7 und 
TLR8 durch verschiedene TLR-Agonisten ausgelöst wird und in infizierten Monozyten 
eine HIV-1 Restriktion induziert. Die durch Aktivierung von TLR7/8 induzierte Restriktion 
der HIV-1 Infektion in Monozyten zeigte sich sowohl mit VSVg- als auch mit TFenv-
pseudotypisierten Reporterviren erfolgreich. Wahrscheinlich erfolgt die Restriktion 
spezifisch durch die Aktivierung von Toll-like Rezeptor 8. In zukünftigen Experimenten 
könnten diese Erkenntnisse unter anderem dazu genutzt werden, den für die Restriktion 
verantwortlichen Restriktionsfaktor zu identifizieren und den zu Grunde liegenden 
Reaktionsmechanismus aufzuklären. Die RNA von behandelten Monozyten mit TLR-
Agonisten kann in einem Screening auf exprimierte Gene untersucht werden. Potentielle 
Kandidaten eines solchen Screenings, die womöglich den unbekannten Restriktionsfaktor 
codieren, könnten in einer Zelllinie zur Überexpression bzw. zum Gen-Knockout genutzt 
werden. Eine anschließende Infektion und Auswertung kann Aufschluss darüber geben, 
ob eine Restriktion induziert wird bzw. ausbleibt. 
Da sich Zelllinien im Gegensatz zu primären Zellen leichter manipulieren lassen, können 
diese nicht nur zur Reproduktion der bisherigen Ergebnisse genutzt werden, sondern 
weiterführende Experimente ermöglichen. Es gilt daher weiterhin das Ziel, eine geeignete 
Zelllinie auszumachen. 
In vergangenen Experimenten hat sich die Verwendung von TLR-Agonisten bewährt, die 
im Rahmen dieser Arbeit nicht verwendet wurden. In Zukunft könnte man ihre Wirkung 
nochmals vergleichend zu den hier verwendeten Agonisten testen. 
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